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a Dept/SMF. Obstetri Ginekoloqi Fakultas Kedokteran
b Lab. Fertilisasi in vitro Fakultas Kedokteran Hewan
c Lab. Stem cell Lembaga Penyakit Tropls
Universitas Airlangga
PENDAHULUAN
?
，
Keberhasilan fertilisasi in vitro yangdilakukan pada penderita penyakit kanker setelah
mendapat kemoterapi ternyata menurun secara bermakna, tampak dari berbagai
hasil, yaitu: tidak didapatkan pertumbuhan folikel, tidak didapatkan oosit saat
ovum'picked-up dan jurnl ah embryodengan kualitas bagus didapatkan lebih rendah
dibandingkan-kalau dilalaftan sebelum kemoterapi (Doimans et al.' 2oo5)' Efek
toksik keriroterapi diduga akan menyebabkan kerusakan ireversibel folikel primordial
terutarna pada membran sel granulosa dan oosit sehingga terjadi kegagalan cvarium
(Absolom et al., 2008) (Huser et al., 20C,8). Selain fertilis xi in vitro, berbagai cara
dilalGkan untuli mengatasi infertilitas akibat kemoterapi antara lain preservasi krio
jaringan ovarium, oosit dan embryo. Berbagai cara tersebut belum dapat terbukti
mentrnjulr:kan angka keberhasilan yang tinggi. Saat ini telah dicoba terapi stem cell
untuk mengatasi Legagalan ovarium ai<ibat kemoterapi, nalmrn data rnasih sedikit
dan hasilnya tidak konsisten, diduga antara lain disebabkan belum terungkapnya
mekanrsme perbaikan yang terjadi dengan pemberian stem cell tersebut. Hal ini
yang diangkat sebagai masalah pada penelitian kami, yuru bagaimanakah peran
'traisplaniasi 
stem cell sumsum tulang mesenkim terhadap perbaikan gangguqn
fokkulogenais pada kegagalnn warium akibat pembeian kemotercpi?" 
Angka hurupun hidup penderita kanker saat ini meningkat dengan
adanya Jiagnosis da, terapi yang adekuat dengan pembedahan, radioterapi
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dan kemoterapi. Penggunaan kemoterapi pada wanita penderita kanker usia
reproduksi akan memberikan efek samping yang merugikan berupa gangguan
foiikrrlog".r.sis dan kegagalan ovarium. Sampai saat ini dipercaya dogma bahwa
tidak ada pertumbuhan oosit baru pascapersalinan, karena itu gangguan
folikulogenesis dan kegagalan ovarium akibat kemoterapi diduga Permanen
sehingga akan memberikan konsek{ensi Penumnan kualitas hidup karena terjadi
infertilitas (Lee et a1.,2007;Rotx ef ul.,2Ol};Strouc et a1.,2009). Pada gangguan
folikulogenesis dan kegagalan ovarium, terdapat dua faktor pertumbuhan penting,
yaitt Slem cell Factor (SCF) dan Growth Differentiation Factor-9 (GDF-9) yang
berperan pada interaksi sel granulosa dan oosit akan terganggu, serta akan
-"-p".rgu-hi pertumbuhan dan jumlah folikel, dari folikel primordial, primer,
,"k.,.,d.., d"n folikel de graaf. Bila dilakukan fertilisasi in vitro, gangguan tersebut
akan mempengaruhi maturasi oosit sehingga berakibat kegagalan dalam fertilisasi'
Penelitian kami sebelumnya membuktikan bahwa akibat inflamasi lokal yang
terjadi di rongga peritoneum pada penyakit endometriosis akan menyebabkan
terjadi gu.rggo"r, folik rlog".,"nsis yang ditandai dengan penurunan ekspresi SCF
aan cor-g (Hendarto et a1.,2007,2009). Walaupun penyebabnya berbeda nalnun
diduga mekanisme gangguan folikulogenesis akibat pemberian kemoterapi mirip
dengan aicibat inflamasi pada endometriosis'
Stem cell sumsum tulang mesenkim, yang mempunyai kemampuan
meregenerasi dirinya sendiri dan berdiierensiasi menjadi sel jaringan lain, telah
dicoba penggunaannya untuk terapi regenerasi berbagai macam penyakit.
Transplantasi intravena stem cell akan homing dan berdiferensiasi menjadi sel
prog"rri o. untuk berkembang menjadi sel targct atau diduga stem cell tersebut
ukur, 
-"-perbaiki lingkungan mikro untuk mengaktifkan stem cell setempat.
Berdasarkan penelitiannya pada tahun 2oo7 Lee et al. me;,yatakan bahwa
transplantasi sumsum tulang terbukti mamPu memperbaiki fertilitas mencit
transgenik dan terbukti pula bahwa setelah dilakukan fertilisasi silang semua
keturunannya berasal dari oosit resipien (Lee et al',2007)'
Penelitian kami saat ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh
transplantasistem cellsumsum tulang terhadap ekspresi scF, GDF-9 dan hitung
folikel ovarium sebagai gambaran perbaikan folikulogenesis pada mencit model
kegagalan ovarium dengan pemberian obat kemoterapi cisplatin.
MATERI DAN METODE
Empat puluh delapan ekor mencit yang memenuhi kriteria rnklusi dan eksklusi
d.ngan ciri yang homogen dari segi usia mauPun berat badan rata-rata, dibagi
mettadi tiga kelompok.Kelompok pertama adalah kelcmpok kOntrol(PO)
yang diberikan suntikan NaC1 0,9%intraperitoneum,kelompok kedua(Pl)
adalah kelompok mencl model kcgagalan ovar血m dcngan Pcll■berian cisPlatin
5 mg/kgbb intraper■onellm selama l minggu,dan kelompok ketiga(P21 adalah
kebmPokmencit model kegagalan ovariumyang setla.h dbeH cisPl試in kemudian
mendapat transplantasi sた
“
ει:ISumsum tulang(SPST)Selama 2 minggu.
Membuat Mencit MOdel Kegagalan Ovarium
Seluruh hewan coba yang digunakan diambil dari Unit Hewan Coba Fakultas
Kedokteran Hewan UnNtrsitas Airlangga.Mencit disuntik sitostatika cisplatin
dengan dott konversi5 mg/kg BB,penyuntikan dilaktlkan secara ntrapermnellm
dengan perlahan selarna60 detttc larum suntikdisuntikkan posisi 45°dari Pcrut
mencit.Pada hari ke 7 Pascapenyuntikan dillarapkan telah mettadi mencit
mOdel kegagcalan ovarlurn,kondisiinitdah terbukti pada penchtian sebelum、a.
(Komarhadi`′αι.,20101
isolasi Stem fell Sumsum Tulang
Mem koleksiasPiratSunuln tllallgyangberぉddぷtulallg krista血山 donor
manuSh dengtt anestesilol誡sdaniutnya ditempatn Pada tあung HcParil■15
mLァng berisi ct―MEM 3m正.Tablulg dtt sediaa■di ilnPan dttalll es sebelum
dil〔血 bl Proses sclalliutnya.Setiap asPirat ditransir kdalam tあung bι夕ιεη
15 FnL dan dkLltsi dengan PBS.Tabung dicuci dengan 2 k」i dengan PBS 5 mL.
Mencampurkan dall melapヽi sedap asP廿試dengan Ficou,selttlltllya melaktll
sentlflgatsi1600 Tm sdama b menit.Melakukan kolkiちゆ εθ″yal.gヒndよ
Pada Ficou―PBs denganPIPetPaSteur danktatn sd Padatabung 15証
L sdalllump
mdaun dilusisetiap sattPddengan PBS,mpllrsebanyak 3-5駈Selltrinlgasi
lωO rpm selama 10 memt danditeskan dellganasPLaSiSupemattt dall restlspensi
sd dengan CCM6 mL.Meletatn sdPadaplate 5 atau 10 Cm2,dilaniunlldenga.n
inbttisd Padasuhu 3アC dengan kelelnbaban 5%C02 Selama 24 jam,setelah
im menalnbahkan PBS 2 mL PadakulЩ Cuc12 k lio Menambattm CCM 10 mL,
dan melaunillkubasipadasuhu 3アC dengankelembaban 5%C02 Selall■a_ 10
hari Melaun pernerikSaan setiap hari dengan mikroskop elektron dan setiap 3
haricucisd dengan PBS 5 atau 10 ni dan menambann ccM lo mL salnPaiSd
antara 6併80%COnflucnt(Rantam α αl,2009).
TransplantaJ Stem Cerf sumsum Tulang tSPST)
SPST sebanyak 2×107 sd dinieksikan satukah Pada resipion melalui pembuluh
darah vena ekor mencl setelah l minggu pemberian cisplttin intrapetitoneum.
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Dua minggu kemudian dilakukan evaluasi ekspresi SCF, GDF-9 dengan metode
imunohistokimia dan hitung folikel primordial, primer, sekunder' de Graaf dan
korpus luteum dengan metode pengecatan eosin pada 3 kelompok mencit di
atas.
HAS:L PENELITIAN DAN DISKUS:
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei sampai Iuli 2010 di Kandang
Hewan Coba dan Laboratorium Patologi Veteriner Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga Surabaya. Dua minggu setelah pemberian transplantasi
SPST hewan coba mencit dikorbankan dan selanjutnya dilakukan evaluasi pada
jaringan ovarium.
Ekspresi SCF
Pada penelitian ini didapatkan hasil pemeriksaan imunohistokimia untuk
ekspresi SCF pada kelompokkontrol, perlakuan cisplatin dan perlakuan cisplatin
+ transplantasi SPST adalah sebagai berikut: 10.90 t 2.0;7.54!2.46 dan 10.00 +
0.00. Terdapat perbedaan bermakna pada ketiga kelompok di atas (P=0,001). Hasil
ini sesuai dengan gambar pewarnaan imunohistokimia yang ditandai dengan
warna coklat pada sel yang mengekspresikan SCF. Pada pemberian cisplatin
ALUR PENELiTIAN
Evaluasi ekspresiSCF, GDFg dan hitung folikel
Gambar 10.1 Alur penelitian, sCF: Stemcell Factor, GDF-g: Growth Dfferentiated
Factor-9, SPST: 5rem cell Sumsum Tulang
―
―
?
?
Gambar 1O.2 Ekspresi SCF pada kelompok kontrol (1), perlakuan cisplatin (2) dan perlakuan
cisplatin + SPST (Stem cel/ Sumsum Tulang) (3). Magniflkasi 400 x
didapatkan penurunan ekspresi SCF dan pada pemberian transplantasi SPST
akan terjadi peningkatan ekspresi SCF (Gambar 10.2).
cisplatin adalah salah satu ienis obat kemoterapi golongan agen alkilating
dari senyawa platinum yang digunakan untuk pengobatan kanker ovarium,
payudara dan kandung kemih. Setelah diberikan, cisplatin akan berdifusi masuk
sel yang selanjutnya mengikat DNA sehingga mencegah traskripsi dan replikasi
DNA. Ikatan cis-DDP (Diammine Dichloro Platirutm) pada g (genomic) DNA yang
terdapat pada inti bertanggung jarvab pada mekanisme tersebut dan selanjutnya
akan memicu kematian sel/apoptosis (Turkyiimaz et al.,2008). Pada penelitian
ini pemberian cisplatin intraperitoneum akan menyebabkan kerusakan DNA
dan terjadi apoptosis sel granulosa sehingga akan mengganggu produksinya
yaitu ekspresi scF. Keadaan ini terbukti dengan didapat hasil ekspresi SCF yang
rendah pada kelompok 2 yang diberi cisplatin (7.54 t2.46) dibandingkan dengan
kelompok kontrol (10.90 t 2.0) (Tabel 10.1).
Pada kelompok 3 yang mendapat transplantasi SPST didapatkan hasil
ekspresi scF (10.00 t 0.00) tidak berbeda dengan kelompok kontrol (10.9012.0).
Tabel 10.1 Perbedaan ekspresi SCF antara kelonrpok kontrol, cicplatin dan cisplatin + SPST
Kelompok Ekspresi SCF
Kontrol 10.90±2_0
754±246Cisplaun
Cisplal+SPST  10.00±000
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躙m淵:i驚蹴Ψ面∝R yang dm可
ukn ttpresi
βn kelompokyang diberi cisメ試in(754
±2.46)
Sel granulosa ovarium memproduksi SCF yang berfungsi penting untuk
馨搬T脳織 庶:WI蠣肥『蘇盟究舞difertlisasi(ThOmas&Vanderhyden,2(
bah■7a transplantasi SPST akan menlngkatkan ekspred SCF disd granulosa,yang
Ⅷざ滉瞭盤∬慧1盤鷺躍盤1蹴1就ぶЪ∬鑑
hi memperhhtthn baha SPST berpoヒnsi memperbaikilingkungan d ovarim,
antara lain regencrasi sel granulosa yang terbukti dengan PCningkatan ekspresi
SCF.Mekanisme ini pedu dikttilebih lattut ddam pcncl■ian berikutnya.
[kSpFeSi GDF‐9
Hasil pemerikSaan imul10hiStokilnia untuk ekspresi GDF-9 pada kelompok
kontrol,perlakuan cisplatin dan perlakuan cisPlatin tt transplantasi SPST adalah
sebagai berikut1 9.54±3.50; 1.54±2. 6 dan 13.33±2.50,terdapat perbedaan
bermakna pada ketiga kelompok di atas(p=0,00)・
鱗 菫営鳳∬『 ど;麗LЮttiOlch oosit.Filho pada tahun 2001 rnenyatakan bal■Wa GDF-9 rneruPakan faktor
krusial pada fOlikulogenesis dan fertiltas,dan terbukti ekSpresi GDF-9 rnenurun
padawanitadenganOVaFiurllp01lkiti槽∬lliIIt;場}与l:il::I::ll:ilil庶爾職‖鳳繊11嵐譜1導rd GD■"ぬhК“ぬP温a ttompよ
Gambar 10.3 Ekspresi GDF-9 pada kelompok kontrol (l), perlakuan cisplatin (2) dan pedakuan
cisplatin + SPST (3) Magnifikasi 400 x
Tabe! 10.2 Perbedaan ekspresi GDF9 antara kelompok kontrol, cicplatin dan cisplatin + SPST 151
Kelompok 匡kspresi GDF-9
Cisplatin
954± 350
154±2.46
cisplatin+SPST 13.33±2.50
cisphtin dわan ingkan dengan kelompokkontrol)yangberarubahwatelahteriadi
gangguan folikulogenesis karena gangguan Produksi GDF-9 yang diduga karena
tettadi apoptosis Pada oos難akib t pemberian kemoterapi cisplatin(Tabel 10.2).
Seperti yang tettadi pada sel granulosa,pemberian secara intraper■oneum
akan membuat cisplatin difusi oktif inaupun Pasif rnasuk ke dalaln oosit di
blikd ovarium.Di dalaI■00sit CiSplatin berikatan pada DNA dan non DNA,
sehingga menyebabkan teづadi erusakan dan ruptur mitokondria(Turkyilmaz
ι′αl.,2008)yang Pada gilirannya akan l■engaktivasi c sPaSe sehingga teriadi
apoptosis oosit.
Pada kelompok 3 dengan pemberian transplantぷSPSTteriadiPCningkatan
ekspresi GDF-9(13.33±2.50)dibandingkan dengan kelompok cisplatin(1.54土
2.46).Hasilini menuniukkan bahwa SPST telah memberikanごたk terapl yang
diduga beruPa penghentian laiu apoptOSis,kemungkinan lnelalui Pcrbaikan
rasio protein pro dan anti apoptosis schingga rneningkatkan ekspresi GDF-9.
Diduga juga SPST yang berasal dari lokasi ekstragonad ini telah melepas sel
germ progenitor ke sirkulasi dan selaniutnya"hominごmenuiu ovarium dan
θ電び′Sebagai oostt baru di dalam f01lkel,namun bisaJuga tettadi mekanisme
transformasi untuk memperbaikilingkungan mikro di folikel ovarium(JOhnsOn,
2007).Pada penelitian kam五niterbukti bahwa transPlantasi SPST memperbaiki
gangguan fOlikulogenesis akibat pemberian cisPlatin melalui peningkatan
produksi GDF-9.Hal rnenarik Pada hasilini adalah peningkatan ekspresi GDF―
9 Pada kelornPok yang rnendapat transplantasi SPST lebih tinggi dari kelompok
kontrol.Untuk itu perlu dikaiilagl Pada penelitian berikutnya yaitu dosis SPST
yang ditransplantasikan perlu disesualkan agar didapatkan keseirnbangan
baru.
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Hitung Folikel0varium
Folikel adalah unit fungsional organ reproduksi wanita yang terdiri dari 3 sel, yaitu
sel granulosa, teka datr oosit. Folikulogenesis adalah Proses tumbuh kembang
foliLl yang melibatkan komunikasi endokrin dan molekuler antara ke 3 sel
t".r"brt d"rgu, hasil akhir adalah oosit matur yang siap di fertilisasi (Rajkovic ef
a1.,2006).p.oses tumbuh kembang ini ditandai dengan adanya gambaran folikel
primordial, primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteom' Pada penelitian ini
pada kelompok yang diberi cisplatin cidapatkan jumlah folikel primordial, primer,
sekunder, de Graaf dan korpus luteum yang lebih rendah (1,81 t 0,75); (1,54 t
0,52); (1,18 t 0,40); (0,I8 t 0,40) dan (0) dibanding kan kelompok kontrol (4'54 +
1,03); (3,54 + 1,12); (4,72 ! 1,19); (3,18 + 0,87) dan (4,63 1 1,36)' (Tabel l0'3)
Sebagaimana kita ketahui fase pertama folikulogenesis atau fase preantral
ditandai dengan pertumbuhan dan diferensiasi oosit, tampak dengan gambaran
bentuk folikel primordial, primer dan sekunder. Fase kedua disebut fase antral
ditandai dengan peningkatan pesat ukuran folikel, berupa gambaran folikel de
Graaf dan setelah ovulasi menjadi bentuk korpus luteum (Zelezn\k,2004)-
Hasil penelitian kami ini menunjukkan bahwa pemberian cisplatin intra
pentoneum mengganggu perlumbuhan dan &ferensiasi folikel dengan cara merusak
membran sel granulosa dan osit pada folikel ovarium. Keadaan rni &buk$kan dengan
berkurangnya hitung folikel primordial, primer, sekunder, de Graaf dan korpus
Iutem. Temuan menarik adalah tidak didapatkan korpus luteum pada kelompok
yang diberi cisplatin, ini menunjukkan juga bahwa pada kelompok yang diberi
.irpiu,i" folikelnya tidak berovulasi. Kondisi demikian memberi gambaran bahwa
cisplatin intraperitoneum akan menyebabkan gangguan folikuiogenesis, sehingga
akan menghasilkan penumnan kualitas oosit atau tidakberovulasi.
Oen[an dilakukan transplantasi SPST tedihatbahwa jurnlah folikel primordial,
primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteum lebih tinggi (5,66 + 0,50); (3,66 +
-O,SO); (t,g: t 0,50); (4,66 x 1,32) dan (5,66 +1,32) dibandingkan dengan yang diberi
cisplatin saja (1,81 t 0,75); (1,54 t 0,52); (1,18 r 010); (0,18 + 0,40) dan (0)'
Hasil ini menunjukkan bahwa transplantasi SPST memberikan efek terapi
berupa perbaikan gangguan folikulogenesis akibat pemberian cisplatin. Seperti
Tabe! 10.3 Perbedaan jumlah folikel pada kelompok kontrol, P'l dan P2
Kelompok primordial primer sekunder Graaf Luteum
Kontd=---;
Pl(⊂iSplatin) 1,81 ±0′75   1′54±0.52   1,18±0′40   0,18±0′40   0
P21Cispbin+sPSD   5`66±0′50 3,66土Q50 3,33±Q50 4,66±1′32 5′66±1′32
pada diskusi sebelumnya SPST yang di tansplantasikan melalui pembuluh vena elcor
mencit akan berjalan menuju oYarium dan selanjutnya sel germ Progenitor akan
melakukan perbaikan pada folikel yang rusak. Selain itu SPST akan memPerbaiki
komunikasi molekuler pada folikel ovarium dengan cara meningkatkan produksi
SCF dan GDF-g, sehingga dapat mengatasi gangguan folikulogenesis akibat
pemberian cisplatin. Padalahun 2007 Lee pada penelitiannya menyatakan bahwa
transplantasi ipSf akan mengaktivasi oogenesis secara langsung mauPun tidak
Iangsung. Secara langsung SPST akan mengaktivasi siklus sel yang terhambat
d"rir".u." tidaklangsung akan menstimulasi lingkungan micro (niche) selyang
rusak (Lee et a1.,2007).
Selain itu terlihat pada hasil ini bahwa kecuali pada folikel sekunder, hitung
semua folikel pada kelompok yang mendapat tranplantasi SPST lebih tinggi dari
kelompok kontrol. Bila dihubungkan dengan ekspresi GDF-9 pada kelompok
yang mendapat transplantasi SPST lebih tinggi dari kontrol, maka perlu kajian
lagi tentang dosis SPST pada penelitian berikutnya'
Berdasarkan hasil penelitian kami ini dapat dijelaskan bahwa SPST akan
"homing" menuju folikel ovarium yang rusak akibat pemberian cisplatin dan
selanjutnya akan menormalkan lingkungan sel somatik disekitar oosit, sehingga
akan'memperbaiki komunikasi molela:ler antara sel granulosa dan oosit' Regenerasi
sel granulosa akan memperbaiki produlsi SCF yang berfungsi untuk proliferasi
da[maturasi oosit. Selain karena ada regenerasi sel, oosit juga akan dipicu kembali
untuk memproduksi GDF-9 yangberperan penting untukproMerasi sel granulosa'
Selanjutnya folilculogenesis mulai berjalan normal kembali, yang tergamt'ar dengan
terjadinya proses tumbuh kembang dan bertambahnya i"orluh folikel primordial,
primer, sekunder, de Graaf dan korpus luteum'
Kami simpulkanbahwa padahewan coba mencit modelkegagalan ovarium
akibat pemberian kemoterapi cisplatin, transplantasi SPST akan memperbaiki
g"rggout folikulogenesis yang ditandai dengan meningkatnya ekspresi SCF'
6pr-q dan bertambahnya hitung jenis folikel. Tentunya kajian lebih detil pada
penelitian selanjutnya sangat diperlukan, antara lain pada dosis transplantasi
SPST yang tepat, mekanisme hambatan laju apoptosis sel granulosa dan oosit
serta rincian detil regenerasi sel somatik dan gonad baru'
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